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Аннотация 
Разработан метод нанесения хондроитин-
сульфата (ХС) на полилактидные матрицы. 
Определен процент ХС, не связавшегося с 
поверхностью матрицы. Установлено, что 
большая часть ХС сохраняется на модифи-
цированных полилактидных пленках при 
культивировании клеток в стандартных 
условиях до 4 суток. 
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Abstract 
A method of chondroitinsulfate depositing on 
polylactic scaffolds has been developed. The 
percentage of not bounded to the surface of the 
scaffolds chondroitinsulfate was determined. It 
was found that the most part of chondroitinsul-
fate was retained on modified polylactic films 
for up to 4 days when cells were cultivated on 
these films under standard conditions. 
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Введение  
Одной из перспективных разработок 
для восстановления определенных повре-
ждений хрящевой ткани в настоящее время 
является использование тканеинженерных 
конструкций, состоящих из носителя и кле-
ток, в качестве имплантов. Возможное ис-
пользование полилактида в качестве мате-
риала для тканеинженерных скаффолдов 
обусловлено тем, что для изделий из него 
характерны такие свойства как биосовме-
стимость, биорезорбируемость и нетоксич-
ность. Ранее нами были получены трехмер-
ные полилактидные скаффолды, размер 
пор которых варьирует от 150 до 300 мкм 
[1]. В результате проведенных in vitro иссле-
дований была установлена нетоксичность 
таких скаффолдов для хондроцитов и муль-
типотентных мезенхимных стромальных 
клеток (ММСК) костного мозга [1, 2]. Было 
выявлено, что в присутствии материала 
клетки сохраняли характерную морфоло-
гию, оставались жизнеспособными, прояв-
ляли свои пролиферативные и дифферен-
цировочные свойства. Однако в экспери-
ментах с прямым контактом клеток и носи-
теля было выявлено, что полилактидные 
скаффолды обладают низкой адгезивно-
стью для клеток (вследствие своей высокой 
гидрофобности), поэтому для более актив-
ного прикрепления клеток требуется прове-
дение дополнительных модификаций. В ка-
честве модификаторов при создании скаф-
фолдов для тканевой инженерии сустав-
ного хряща было предложено использовать 
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компонент межклеточного матрикса хряще-
вой ткани - хондроитинсульфат (ХС). Из-
вестно, что ХС стимулирует синтез гиалуро-
новой кислоты, укрепляя соединительнот-
канные структуры хряща, а за счет высокого 
отрицательного заряда в сочетании с высо-
кой плотностью цепей хондроитинсульфата 
создается градиент заряда, который позво-
ляет хрящу набухать и усиливает способ-
ность хрящевой ткани выдерживать 
нагрузку [3]. Также ХС участвует в межкле-
точном сигналинге, распознавании клеток и 
связывании белков межклеточного мат-
рикса с гликопротеинами клеточной поверх-
ности [4]. В зарубежных исследованиях 
также разрабатываются методики модифи-
кации полимерных скаффолдов хондрои-
тинсульфатом [5, 6].  
Цель настоящей работы состояла в 
разработке метода нанесения ХС на поли-
лактидные матрицы и анализе связывания 
ХС с их поверхностью.  
Были поставлены следующие задачи: 
1) разработать метод нанесения ХС на по-
лилактидные пленки; 2) отработать метод 
выявления ХС в растворе; 3) оценить свя-
зывание ХС с поверхностью полилактидных 
пленок в динамике на разных сроках инку-
бации. 
Материалы 
В работе использовали: поли(L,L)лак-
тид с характеристической вязкостью η=4.0 
дл/г (Sigma, США), хондроитинсульфат 
(Chondroitin 6-sulfate sodium salt from shark 
cartilage, C4384, Sigma, USA), первичную 
культуру мультипотентных мезенхимных 
стромальных клеток (ММСК) костного мозга 
новорожденного кролика.  
Методы 
Приготовление полилактидных пленок 
и их стерилизация. В качестве скаффолдов 
для культивирования клеток использовали 
покровные стекла диаметром 12 мм, на ко-
торые наносили раствор полилактида, рас-
творенного в трихлорметане («Реактив», 
РФ), с концентрацией 2 мг/мл. Оставляли 
сушиться на воздухе в течение 2 сут. Приго-
товленные стекла стерилизовали УФ-све-
том в течение 1-2 ч. 
Модификация пленок хондроитинсуль-
фатом. На стерильные стекла с полилак-
тидной пленкой наносили 100 мкл водного 
раствора ХС, содержащего 250 мкг ХС на 1 
стекле и оставляли их до высыхания (1 сут). 
После высушивания стекла дополнительно 
стерилизовали под УФ. 
Культивирование клеток. ММСК кост-
ного мозга выделяли из конечностей ново-
рожденного кролика породы Шиншилла (пи-
томник «Рапполово») по стандартной мето-
дике. Культивирование проводили в росто-
вой среде αМЕМ с 10% СЭК (сыворотка эм-
брионов коров) в инкубаторе с 5 % СО2 при 
температуре 37°С. При пересеве для от-
крепления клеток использовали смесь рас-
творов 0,25% трипсина и 0,02% ЭДТА 
(Invitrogen, Великобритания).  
Окрашивание хондроитинсульфата ди-
метилметиленовым синим для количе-
ственной оценки. Готовили краситель, со-
держащий диметилметиленовый синий 
(ДМС): к 200 мл деионизованной воды до-
бавляли 19 мл 0.1 М соляной кислоты, 0.474 
г хлорида натрия, 0.608 г глицина и 3.2 мг 
порошка ДМС [7].  2.5 мл раствора краси-
теля добавляли к 100 мкл пробам, отбирае-
мым от образцов в ходе эксперимента. Из-
мерение оптической плотности (ОП) произ-
водили непосредственно сразу после сме-
шивания компонентов на спектрофото-
метре ПЭ-5400УФ (ЭКРОС, Россия) на 
длине волны 525 нм. 
Световая микроскопия. Прижизненное 
наблюдение с фотофиксацией в процессе 
инкубации клеток осуществляли под инвер-
тированным микроскопом Nikon Eclipse 
TS100, оснащенным фотокамерой.  
Результаты и обсуждение 
Был предложен способ модификации 
полилактидных пленок хондроитинсульфа-
том (ХС) и изготовлены образцы (описано в 
разделе методы).  
Для выявления ХС использовали кра-
ситель, на основе ДМС, так как он специфи-
чески связывается с сульфатированными 
гликозаминогликанами, такими как хондро-
итин сульфат, кератан сульфат, гепаран-
сульфат и др.  
Для отработки методики выявления ХС 
в растворе были приготовлены растворы 
ХС разных концентраций (от 0,5 до 250 мкг 
в образце объемом 1 мл) и построена ка-
либровочная кривая (Рис.1.). 
Была изучена динамика вымывания ХС 
с поверхности образцов в раствор. Образцы 
представляли собой покровные стекла и по-
кровные стекла с полилактидными плен-
ками, с содержанием ХС 250 мкг в каждом 
образце. Они помещались в лунки 24-лу-
ночного планшета и были залиты 2 мл де-
ионизованной воды или фосфатно-соле-
вым буфером (ФСБ). Через определенные 
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промежутки времени (1 ч, 2 ч, 3 ч, 1 сут) от-
бирали пробы объемом 100 мкл, окраши-
вали и определяли по ОП раствора количе-
ство ХС, вышедшего в раствор. Количество 
ХС было рассчитано в процентах относи-
тельно количества изначально нанесенного 
вещества (250 мкг).  
Измерение выхода ХС в воду после 
изучения образцов, полученных путем 
нанесения ХС на стекло, через разные про-
межутки времени, выявило наличие 60 % 
вещества в растворе через 1 ч, 90 % - через 
3 ч и 100 % - на следующие сутки. Измере-
ние выхода ХС в ФСБ в течение 1 ч пока-
зало, что в случае изучения образцов 
только с ХС практически сразу после поме-
щения образцов в буфер можно обнаружить 
60 % ХС в буфере. И такое количество со-
храняется через 1 ч. А в случае изучения 
 
Рис. 1. Калибровочная кривая. Зависимость оптической плотности раствора  
от концентрации хондроитинсульфата. 
 Для измерений использовали линейный участок калибровочной кривой (до 25 мкг) 
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образцов, представляющих собой полилак-
тидную пленку с нанесенным ХС, было об-
наружено, что сразу после помещения об-
разцов в ФСБ выявлялось всего 12 % ХС. 
Однако через 15 мин – уже 60 %, такое ко-
личество сохранялось и через 1 ч.  
При измерении выхода ХС с образцов в 
полную культуральную среду было выяв-
лено, что сразу после погружения образцов 
обнаруживалось 22,7 % ХС в среде, через 1 
ч – 31,7%, через 2 сут – 43%. После полной 
смены среды – 26,2% и через 2 сут – 27, 5% 
(рис. 2.). 
Т.к. в составе тканеинженерной кон-
струкции обязательным компонентом явля-
ются клетки, прикрепившиеся к поверхности 
скаффолда, представлялось необходимым 
проверить, будет ли их присутствие оказы-
вать влияние на выход ХС в среду. ММСК 
были посажены на аналогичные образцы в 
таком количестве, чтобы полностью по-
крыть поверхность (сформированный моно-
слой). Измерения проводили в аналогичные 
промежутки времени. Было выявлено, что 
сразу после погружения образцов (с поли-
лиактидом и без) в среде обнаруживалось 
порядка 16-17 % ХС. Через 1 ч в образцах с 
полилактидом – 18 % ХС, а без полилактид-
ных пленок – 25%. Через 2 сут - порядка 30 
%, а через 2 сут после смены среды – 19 и 
18%, соответственно (рис. 2). 
 Следует отметить, что не было выяв-
лено значений ОП в контроле при измере-
нии содержания ХС в культуральной среде 
(с клетками и без них). 
Заключение 
Нам удалось разработать простую ме-
тодику модификации полилактидных пле-
нок хондроитинсульфатом (ХС). Для дока-
зательства присутствия ХС на модифици-
рованных пленках был предложен следую-
щий метод: образцы с нанесенным ХС по-
мещали в растворы и через разные проме-
жутки времени оценивали его количество в 
растворах спектрофотометрически (после 
окрашивания диметилметиленовым синим). 
Соответственно, не выявленный в раство-
рах ХС считался ассоциированным с поли-
лактидной подложкой.  
На первом этапе была исследована ди-
намика выхода ХС, нанесенного на поли-
лактидные пленки, в воду, ФСБ и культу-
ральную среду. Так, в воде большая часть 
ХС (60 %) переходила в раствор в течение 
одного часа, к трем часам – 90%, а через 
сутки - все 100%. Выяснилось, что после ин-
кубации пленок в ФСБ, большая часть ХС 
(60 %) также переходила в раствор в тече-
ние одного часа. В то же время после инку-
бации в культуральной среде, в раствор за 
это время выходило не более 32 % ХС и 
примерно такое же количество обнаружи-
лось через 2 сут инкубации, а также после 
смены среды.  
Кроме того, была исследована дина-
мика поведения ХС на пленках в присут-
ствии клеток, так как они являются неотъем-
лемым компонентом тканеинженерных кон-
струкций. При культивировании ММСК на 
полилактидных пленках ХС обнаруживался 
в культуральной среде в меньшем количе-
стве по сравнению с вариантами опыта без 
клеток (через 1 ч – 18 % ХС, через 2 сут - 
порядка 30 %, а через 2 сут после смены 
среды – 19 %). Таким образом, можно сде-
лать вывод, что большая часть хондроитин-
сульфата сохраняется до 4 суток культиви-
рования клеток на модифицированных ХС 
полилактидных пленках.
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